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КОМПОНЕНТЫ, ПЕРЕНОС ПРОТОНА.
Объект исследования – фотопротеин обелин.
Работа  посвящена  исследованию  зависимости  спектральных
характеристик  фотолюминесценции  целентерамид-содержащего
флуоресцентного белка при воздействии низкодозовой радиации бета и гамма
типов.  В  качестве  представителя  группы  целентерамид-содержащих  белков
выбран  Ca2+-разряженный фотопротеин обелин; в качестве излучателей бета и
гамма  типа  выбраны  тритий  и  радиоизотоп  цезия  (Н-3  и  Cs-137),),
соответственно. . Изучение влияния низкодозового ионизирующего излучения
на флуоресцентные характеристики разряженного обелина актуально с точки
зрения  выявления  элементарных  физико-химических  и  молекулярных
механизмов  откликов  организмов  на  стрессовые  воздействия.  С  прикладной
точки  зрения,  эти  исследования  формируют  базу  для  использования
разряженного обелина в качестве принципиально нового биотеста с  цветовой
регистрацией радиационных эффектов.
Изучено  хроническое  влияние  низкодозового  гамма  излучения  на
интенсивность и спектральный состав фотолюминесценции разряженного при
5°C и  20°C ифотовозбуждении  350  нм.  Спектры  фотолюминесценции  были
разложены  на  гауссовы  компоненты,  соответствующие  различным
излучателям.  Проведено  соотнесение  выделенных  компонентспектра
испускания  различным  формам  целентерамида  (протонированной,  частично
протонированной  и  фенолят-пиразин  аниона).  По  соотношению  вкладов
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компонентв  спектр  испускания,  установлено,  что  эффективность  переноса
протона под действием цезияво флуорофоре разряженного обелина падает при
увеличении  времени  воздействия  гамма-излучения.  Продемонстрирована
чувствительность  разряженного  препарата  к  никодозовому  облучению  (до
100мГр);  в  качестве  биотестовых  параметров  предложено  использовать  два
флуоресцентных  параметра:  интенсивность  флуоресценции  и  соотношение
вкладов  фиолетовой  и  сине-зеленой  компонент.  Проанализированы
спектральные  характеристики  флуоресценции  разряженного  обелинапри
импульсном возбуждении с временным разрешением под воздействием трития.
Показано,  чтоCa2+-разряженный  обелин в  возбужденном  состоянии  образует
эмиттеры разного типа, а также показано, что фиолетовая компонента имеет
короткое время и жизни и вклад этой компоненты растет в присутствии трития,
в  то  время  как  сине-зеленые  компоненты  соответствуют  длинному  времени
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В настоящее время все больше территорий характеризуется повышенным
радиационным  фоном  вследствие  утечки  радиоактивных  продуктов  из  мест
захоронения  [1].  Живые  организмы,  обитающие  на  таких  территориях,
подвергаются дополнительному низко - и среднедозовому облучению. Поэтому
актуальным является изучение эффектов и механизмов воздействия низко - и
среднедозового  радиационного  облучения  на  организмы.  В  последние  годы
активно исследуется  низкодозовое радиационное воздействие на организмы,
ткани, клетки [2, 3, 4, 5, 6]  и ферментативные системы [7),, 8, 9].
Существует  возможность  оценки  радиационных  эффектов  на  уровне
элементарных физико-химических процессов(т.е. переноса энергии, электрона,
протона)  в  биологических  системах.  Для  этого  могут  быть  использованы
«голубые  флуоресцентные  белки»,  т.е.  флуоресцентные  целентерамид-
содержащие  белки,  продукты  биолюминесцентных  реакций
кишечнополостных.  В  качестве  примера  выбран  представитель  группы
целентерамид-содержащих  флуоресцентных  белков  –  разряженный  обелин,
продукт  биолюминесцентной  реакции  гидроидного  полипа  Obelialongissima.
Препарат  разряженного  обелина  обладает  рядом  преимуществ,  таких  как
стабильность, нетоксичность и высокий квантовый выход флуоресценции [10].
К  настоящему  времени  детально  изучены  закономерности  изменения
интенсивности и  цвета  люминесценции разряженного  фотопротеина обелина
под  действием  нерадиоактивных  внешних  физических  воздействий  и
экзогенных  соединений,  что  создает  предпосылки  для  понимания
результатоввоздействия ионизирующего излучения [11, 12]. Изучение влияния
низкодозового ионизирующего излучения на флуоресцентные характеристики
разряженного  обелина  актуально  с  точки  зрения  выявления  элементарных
физико-химических  и  молекулярных  механизмов  откликов  организмов  на
стрессовые  воздействия.  С  прикладной  точки  зрения,  эти  исследования
формируют  теоретическую  базу  для  использования  разряженного  обелина  в
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качестве  принципиально  нового  биотеста  с  цветовой  регистрацией
радиационных эффектов.  Возможность  такой регистрации основана на связи
структуры  белков  с  эффективностью  элементарного  фотохимическогого
процесса,  т.е.  переносомпротона  в  электронно-возбужденном  состоянии
флуорофора белка (целентерамида). 
В  качестве  источника  бета-излучения  был  выбран  тритий,  изотоп
водорода,  который  является  одним  из  самых  распространенных  продуктов
распада  радиоизотопов,  использующихся  в  ядерной  промышленности  [1].
Благодаря  низкой  энергии бета-распада,  тритий  является  удобным объектом
для изучения адаптивныхреакций организма в условиях низких и средних доз
облучения.
В качестве источника γ- излучения выбраны цезий-содержащие частицы
(137),Cs) или «горячие» частицы, которые были обнаруженыв пойме реки Енисей.
[13,14].
Цель  данной  работы  –  выявление  закономерностей  влияния
низкодозового  β-  и  γ-излучения  на  спектральные  характеристики
фотолюминесценции обелина.
В работе были поставлены следующие задачи:
1. Зарегистрировать  изменение  спектров  фотолюминесценции  обелина  под
воздействием  хронического  γ-излучения  цезиевых  частиц  в  условиях
стационарного фотовозбуждения; сравнить с эффектами β-излучения
2. Выявить чувствительность флуоресцентных характеристик (интенсивности и
вкладов  спектральных  компонент  фотолюминесценции)  разряженного
обелина к γ-излучению;
3.  Связать  изменение спектров фотолюминесценции разряженного обелина с
эффективностью переноса протона во флуорофоре флуоресцентного белка
под влиянием излучения цезия-137),.
4.  С  использованием  флуоресцентной  спектроскопии  с  наносекундным
разрешением  и  импульсным  возбуждением  выявить  количество
спектральных компонент в спектрах флуоресценции разряженного обелина,
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их  времена  жизни,  а  также  кинетику  изменения  их  вкладов  при
хроническом воздействии трития. 
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Глава 1 ЛИТЕРАТУРНАЯ ЧАСТЬ
1.1. Биолюминесцентная реакция и структура фотопротеина обелина
В 1966 году был впервые предложен термин «фотопротеин» как удобное
общее определение белков, биолюминесцентная реакция которых выходит за
рамки  классической  концепции  взаимодействия  между  компонентами
биолюминесцентных  реакций  [15].  Фотопротеины отличаются  от  люцифераз
тем,  что  им  не  требуется  внешних  субстратов,  включая  кислород,  для
биолюминесцентной  активности.  Вся  энергия,  аккумулированная  в
«заряженном»  фотопротеине,  излучается  в  ходе  реакции.Фотопротеины  не
могут совершать несколько актов реакции, как обычный фермент [16].
Обелин  –  представитель  семейства  фотопротеинов,  ответственный  за
биолюминесценцию морского кишечнополостного Obelia Longissima.
Фотопротеин  обелин  представляет  собой  стабильный  фермент-
субстратный  комплекс,  состоящий  из  апопротеина  –  односубъединичного
полипептида  (~22  кДа)  (I,  рисунок  1)  и  «преактивированного»  кислородом
субстрата – 2-гидропероксицелентеразина, прочно, но нековалентно связанного
с белком внутри гидрофобной полости [17),].  При связывании  ионов кальция
фотопротеин  подвергается  конформационному  изменению,
инициирующемуреакцию  внутримолекулярного  окислительного
декарбоксилирования связанного с белком субстрата. В результате образуются
продукт  реакции,  целентерамид,  в  возбужденном  состоянии  и  СО2.
Целентерамид  является  флуорофором,  и  его  переход  из  возбужденного
состояния в основное сопровождается излучением кванта видимого света [18].
Продукт  биолюминесцентной  реакции  –  комплекс  апопротеина  с
целентерамидом – принято называть разряженным фотопротеином (III, рисунок
1) [19]. Поскольку комплекс целентерамида с белком характеризуется голубой
флуоресценцией,  он  был  назван  также  «голубым  флуоресцентным  белком»
[20].
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I - полипептид; II - фотопротеин; III – разряженный фотопротеин; IV –
фотопротеин без ионов Са2+; V – полипептид, связанный с ионами Са2+
Рисунок 1 - Общая схема биолюминесцентной реакции фотопротеинов
В  настоящее  время  используют  рекомбинантные  фотопротеины
полученные генно-инженерными методами: кДНК фотопротеина клонируется и
экспрессируется  в  клетках  E.coli  [21].  Полученный  таким  образом  белок
эффективно  превращается  в  фотопротеин  инкубированием  с  синтетическим
субстратом  –  целентеразином  –  и  кислородом  в  буферном  растворе  в
присутствии восстановителей [22].
Фотопротеины  (комплексы  апопротеина  с  2-
гидропероксицелентиразином)  не  флуоресцируют  при
фотовозбуждении,однако продукт биолюминесцентной реакции, разряженный
фотопротеин,  (комплекс  апопротеина  с  целентерамидом)  характеризуется
эффективной  флуоресценцией.  Фотолюминесценция  Ca2+-разряженного
обелина  сдвинута  по  сравнению  с  биолюминесценцией  в  длинноволновую
область и наблюдается при 510 нм [23].
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1.2. Флуоресцентные формы целентерамида
Целентеразин  –  это  соединение,  способное  участвовать  в
хемилюминесцентных  реакциях  и  широко  распространенное  в  светящихся
морских организмах. Хемилюминесцентная реакция целентеразина завершается
образованием целентерамида и испусканием кванта света [24].
Изучение  флуоресценции  целентерамида  и  его  аналогов  в  четырех
различных  растворителях  (ДМСО,  ацетонитрил,  бензол  и  н-бутанол)  [24]
показало,  что  целентерамид  может  образовывать  четыре  различные
флуоресцентные  формы,  таких  как  протонированная  форма,  амид  анион,
комплекс  с  частичным  переносом  протона,  резонансная  структура  фенолят-
пиразин-N(4) анион (рис. 2)
Рисунок 2 – Флуоресцентные формы целентерамида
Эти  флуоресцентные  формы  излучают  и  при  биолюминесценции
фотопротеинов, и при фотолюминесценции продуктов их биолюминесцентных
реакций – разряженных фотопротеинов [25].
Ионизированная  (депротонированнвая)  форма  ЦЛМ  образуется  из
неионизированной  (протонированной)  в  результате  фотохимического
процессапереноса протона  во  флуоресцентном  состоянии.  На  рисунке
3схематично  показаны  различные  флуоресцентные  состояния  энергий
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протонированной  и  депротонированной  форм  ЦЛМ  [26].  Флуоресцентные
формы  ЦЛМ  различаются  энергий  флуоресцентных  состояний,  а,
следовательно, и цветом люминесценции.
Рисунок 3 − Схема фотофизических и фотохимических процессов,
инициирующих образование флуоресцентных состоянии целентерамида в
разряженном обелине [26].
В разряженных фотопротеинах ЦЛМ связан с полипептидом (апобелком),
что  усложняет  понимание  механизма  образования  эмиттеров
биолюминесценции и фотолюминесценции фотопротеинов. 
При  изучении  модельных  хемилюминесцентных  реакций  в  растворах
амид анион был идентифицирован как первичное возбужденное состояние [27),].
Далее  Хори  с  коллегами  [28]  провели  исследования  хемилюминесцентных
свойств  ряда  аналогов  целентеразина.  На  основании спектрального  сходства
флуоресценции амид аниона и биолюминесценции акворина сделан вывод о
том,  что  амид  анион  является  эмиттером  биолюминесценции  акворина.  В
работе  профессора  Шимомура  [24]  также  предполагалось,  что  эмиттером
флуоресценции акворина, помимо протонированной формы ЦЛМ, может быть
амид анион, максимум флуоресценции которого наблюдается при 435-458 нм.
Однако  следует  отметить,  что  в  случае  биолюминесценции  и
фотолюминесценции фотопротеинов, в отличие от модельных экспериментов с
ЦЛМ и его  аналогами,  флуорофор  находится  в  окружении аминокислотных
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остатков и взаимодействует с ними через систему водородных связей. В этих
условиях весьма вероятен перенос протона,  который будет менять структуру
молекулы излучателя. 
В  дальнейших  работах  в  качестве  эмиттеров  люминесценции
фотопротеинов  были  предложены  протонированная  форма  ЦЛМ  и  фенолят
анион. Хирано и его коллеги, изучая флуоресценцию аналогов целентерамида
[29]  предположили,  что,  эмиттером  биолюминесценции  акворина  является
фенолят анион, а не амид анион, как считалось ранее. В других работах [30, 31]
также подтверждается, что амид анион не может претендовать на роль эмиттера
люминесценции фотопротеинов.
В работе Томилина [32] показано, что спектр биолюминесценции обелина
определяется  положением  протона  между  атомом  кислорода  фенольного
фрагмента  ЦЛМ  и  атомом  азота  His22.  Затем,  в  работе  Антипиной  [33]с
помощью  квантово-химических  методов  показано,  что  спектр
фотолюминесценции  обелина  зависит  от  положения  протона  между  ЦЛМ и
His22,  в  связи  с  этим  на  роль  эмиттера  предложено  ион-парное  состояние
фенолят аниона ЦЛМ (комплекс с переносом протона). 
Позднее были проведены эксперименты с использованием спектроскопии
с временным разрешением по изучению флуоресцентных свойств спектральных
компонент  фотолюминесценции  разряженных  фотопротеинов:  обелина  и
акворина  [34].На  рисунке  4  представлены  кривые  затухания  флуоресценции
разраженных фотопротеинов, зарегистрированные на различных длинах волн.
Из  рисунка  видно,  что  спады  флуоресценции  описываются  несколькими
экспонентами и зависят от регистрации длины волны, в случае обелина видно,
что  данный белок  более  стабильный и спад  его  флуоресценции меньше,  по
сравнению с  акворином.  В этой  работе  установлено,  что  при  пикосекудном
разрешении во флуоресценции разряженных фотопротеиновакворина и обелина
наблюдаются две компоненты: одна с более высокой энергией (~ 25000 см -1),
соответствующая  протонированной  форме  ЦЛМ,  и  вторая  с  более  низкой
энергией – 19400 см-1 для обелина и 21300 см-1 для акворина. Время жизни (t1/2)
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флуоресцентных форм для второй компоненты составляет 4 нс в обоих случаях,
а  для  первой  компоненты  ~  2  пс  для  разряженного  обелина  и  30  пс  для
разряженного акворина.
Рисунок 4 – Кривые затухания флуоресценции разраженных фотопротеинов:
акворина (сплошная линия) и обелина (пунктирная линия), зарегистрированные
на различных длинах волн [34].
1.3. Свойства и поведение трития и цезия в окружающей среде
1.3.1. Характеристики гамма- и бета-частиц
Бета-частицы  представляют  собой  поток  электронов  или  позитронов,
возникающих при радиоактивном распаде, обладающих большей проникающей
(из-за меньших массы и заряда) и меньшей ионизирующей способностью, чем
альфа-частицы:  на  1  см  пробега  бета-частиц  в  среде  образуется  несколько
десятков пар заряженных ионов. Скорость бета- частиц обычно составляет 0,3 –
0,99  скорости  света.  При  средних  энергиях  пробег  бета-частиц  в  воздухе
составляет приблизительно 1800 см, в воде – 1-2 см, в тканях человека – около
1 см, в металлах – 1 мм. . [35]
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Все  виды  радиоактивного  распада  сопровождаются  гамма-излучением.
Гамма-излучение  представляет  собой  поток  квантов  энергии,
распространяющихся  со  скоростью  света.Высокая  энергия  (0,01–  3 МэВ)  и
малая  длина  волны (менее  0,01 нм)  обусловливают большую проникающую
способность гамма-излучения. [36]
1.3.2. Процессы в водных растворах при воздействии ионизирующего
излучения
Первичной  мишенью  ионизирующего  излучения  могут  стать  как
молекулы  воды,  так  и  высокомолекулярные  соединения  (белки,  липиды,
ферменты,  нуклеиновые  кислоты,  молекулы  сложных  белков  —
нуклеопротеидные комплексы, липопротеиды).
Энергия  частиц  ионизирующего  излучения  превышает  энергию
внутримолекулярных  и  внутриатомных  связей.  Поглощаясь,  она  может
мигрировать по молекуле, реализуясь в наиболее уязвимых местах. Результатом
являются  ионизация,  возбуждение,  разрыв  наименее  прочных  связей,  отрыв
радикалов, называемых свободными. Это прямое действие радиации.
Важнейшим  среди  всех  первичных  радиохимических  превращений
является ионизация молекул воды (радиолиз воды), основного растворителя в
биологических  средах  и  составляющей  65-7),0%  от  массы  большинства
организмов. 
В  результате  действия  ионизирующего  излучения  молекула  воды
ионизируется, теряя электрон:
2 2H O H O e
  
(1.1)
Ион-радикал H2O+ способен реагировать с нейтральной молекулой воды с
образованием высокореактивного радикала ОН•:
2 2 3H O H O H O OH
    
(1.2)
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При наличии кислорода образуются окислительные продукты радиолиза
воды:  гипероксидный  радикал  (НО2•),  пероксид  водорода  (Н2О2),  атомарный
кислород (О):
2 2H O HO
  
(1.3)
2 2 2 2 2HO HO H O O
   
(1.4)
В результате радиолиза образуются также восстановительные продукты –
это  гидратированный  электрон  и  атомарный  водород.  Гидратированный
электрон  ( eaq
−
)  –  стабилизированная  форма  электрона  –  обладает  высокой
восстановительной способностью.
Свободные  радикалы,  образованные  в  результате  радиолиза  воды,
характеризуются чрезвычайно высокой реакционной способностью; время их
существования составляет от 10-10 до долей секунды. В веществе радикалы либо
рекомбинируют друг с другом, либо реагируют с окружающими молекулами:
водой  и  органическими  соединениями.Цель  радикала  –  освободиться  от
неспаренного электрона путем передачи его другой молекуле или образования
электронной  пары,  в  результате  чего  образуется  стабильная  молекула.  В
частности, радикалы ОН• ответственны более чем за половину радиационных
повреждений молекул ДНК, так как они могут диффундировать на расстояние
около 1 нм (это примерный радиус молекулы ДНК) [37),].
Продукты  радиолиза  воды  обладают  очень  высокой  биохимической
активностью и способны вызвать реакцию окисления по любым связям, в том
числе  и  устойчивым  при  обычных  окислительно-восстановительных
превращениях.  Следующие  друг  за  другом  химические  и  биохимические
реакции могут быстро нарастать, приобретая характер цепных разветвленных
реакций.  Действие  ионизирующего  излучения,  обусловленное  продуктами
радиолиза воды, называется непрямым действием радиации.
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1.3.3. Распад трития его поведение в окружающей среде
Тритий (3H) — радиоактивный изотоп водорода. В малых количествах он
всегда присутствует в окружающей среде, в основном в виде тритиевой воды
(HTO), так как постоянно образуется под действием космического излучения в
верхних  слоях  атмосферы.  До  начала  ядерной  эры  концентрация  3H  в
природной воде была достаточно низкой – один атом 3H на 1018 атомов протия
(1Н). Однако после проведения испытаний термоядерного оружия в атмосфере
(конец  50-ых  –  начало  60-ых  годов  ХХ  века)  концентрация  3H  повысилась
почти в 1000 раз. И хотя после прекращения наземных испытаний в результате
распада концентрация  3H снижалась,  последние годы наблюдается локальное
увеличение содержания 3H в окружающей среде как результат работы атомных
электростанций [2, 38, 39].









Период  его  полураспада  12,32  года.  Доступная  энергия  распада  мала
(18,59 кэВ).  Максимальный пробег бета-частиц трития в воздухе 5,8 мм при
20ºС, в биологической ткани – 6,5 мкм. Бета-частицы трития полностьюС,  в  биологической  ткани  –  6,5  мкм.  Бета-частицы  трития  полностью
поглощаются роговыми слоями кожи,  так что внешнее облучение организма
тритием  и  его  соединениями  не  представляет  опасности.  Наиболее  опасно
попадание в организм через кожу, лёгкие или при приеме пищи и воды.Являясь
изотопом  водорода,  тритий  химически  ведет  себя  так  же,  как  и  протий,  и
поэтому  способен  замещать  его  во  всех  соединениях  с  кислородом,  серой,
азотом,  легко  проникая  в  протоплазму  любой  клетки.  В  этом  случае
испускаемое  тритием  бета-излучение  способно  серьезно  повредить
генетический аппарат клеток [39, 40].
Важную роль в физико-химических процессах, сопровождающих распад
трития, играет перераспределение электронной плотности в среде. При распаде
трития возникает бета-частица и положительно заряженный ион гелия-3 (3Не+).
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Последняя  частица  чрезвычайно  активна,  она  склонна  к  акцептированию
электрона  из  окружающей  среды  (например,  ближайшей  органической
молекулы)  с  образованием  устойчивой  оболочки  инертного  газа.  При  этом
инициируется  карбокатион,  который  способен  вступать  в  различные
химические реакции аналогично тому, как это рассматривается в работе [41] на
примере  меченного  тритием бензола.  Подобным же образом продукты бета-
распада  трития  (электрон  и  3Не+)  способны  запускать  (или  активизировать)
цепи  переноса  заряда/электрона  в  биохимических  процессах.  В  результате
описанных процессов, локальное воздействие при распаде трития может быть
достаточно эффективным. Таким образом, изучение биологических эффектов
бета-излучения 3H является одной из актуальных задач современной биофизики
и  радиобиологии  и  имеет  большое  практическое  значение  для  безопасного
развития атомной индустрии [42].
1.4.Радиобиологические эффекты
1.4.1. Гормезис
В радиобиологии  существуют  два  направления,  спор  между  которыми
уже несколько десятилетий никак не закончится чьей-либо победой. Причина –
разные  подходы  к  оценке  влияния  на  биоту  малых  доз  радиации.  Первый
подход  постулирует,  что  проблемы  малых  доз  не  существует  и  все
закономерности больших доз  можно экстраполировать  на  малые –  линейная
беспороговая  гипотеза  [43].  Второй  подход  –  малые  дозы  по  эффекту
принципиально  отличаются  от  больших,  поэтому  методология  их  изучения
должна  отличаться  от  общепринятой  в  современной  радиобиологии.
Предлагается гипотеза нелинейности зависимости доза-эффект [44]. 
Понятие «радиационный гормезис» было введено в биологию в 80- годы;
оно  постулировало,  что,  если  большие  дозы  радиации  оказывают
неблагоприятные  эффекты на  живые организмы –  угнетают деление  клеток,
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рост  и  развитие,  то  малые  дозы  способны  стимулировать  различные
физиологические процессы [45, 46, 47),].
Естественный  радиационный  фон  –  не  только  один  из  важнейших
факторов эволюции живого на Земле, но и необходимое условие существования
биологических  объектов.  Существует  физиологический  уровень  воздействия
излучений, благоприятный для жизнедеятельности.  Если культуру парамеций
[43, 44] изолировать от радиационных воздействий в свинцовом контейнере, в
ней резко замедляется процесс деления клеток. После помещения в контейнер с
культурой  радиоактивного  источника,  воспроизводящего  фоновый  уровень
радиации, митотическая активность нормализуется.
Сторонники идеи радиационного гормезиса не  без  оснований считают,
что  атомная  радиация  является  естественным,  постоянно  действующим  на
организм фактором, без которого нормальное существование невозможно.
1.4.2. Радиобиологические эффекты бета-излучения
Ранее  было  изучены  радиобиологические  эффекты  на  примере
биолюминесцентных бактерийи, которые были использованы для мониторинга
токсичности  альфа-излучающего  [8,  50,  51]  и  бета-излучающего  [9]
радионуклидов.
В  статье  [52]  сравниваются  эффекты  америция-241  (241Am), альфа-),  альфа-
излучающего радионуклида высокой удельной активностью и трития (3Н), бета-
излучающего  радионуклида,  на  светящиеся  бактериии  Photobacterium), альфа-
phosphoreum), альфа-  в  условиях  низких  доз  облучения.  Интенсивность
биолюминесценции служит маркером физиологической активности бактерий.
Были обнаружены три последовательные стадии реакции биолюминесценции
на 241Am), альфа- и 3H: (1) отсутствие эффекта, (2) активация, и (3) ингибирование. Они
были  интерпретированы  с  точки  зрения  реакции  организма  на  стресс,  т.е.
распознавание  стресса,  адаптивный  ответ  и  подавление  физиологической
функции.  Так  как  термин  "токсичность"  определяется  как  подавление
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биологической  функции  организмов,  третий  этап  можно  отнести  к
радиационной токсичности. 
Также в статье Рожко [4] показано влияние трития с низкой активностью
на  биолюминесценцию  бактерий  Photobacterium  phosphoreum.  В  течении  15
суток  было  выделено  два  периода:  период  задержки  и  активация
биолюминесценции.  Нелинейность  зависимости  интенсивности
биолюминесценции  от  времени  хронического  воздействия  трития  на
биолюминесцентные  бактерии  позволяет  рассматривать  данный  эффект  в
терминах радиационного гормезиса. Стоит отметить, что за период наблюдения
не было выявлено мутаций в бактериальной ДНК[53].
Таким  образом,  тритий  является  удобным  объектом  для  изучения
защитных  реакций  организма  в  условиях  низких  и  средних  доз  облучения,
благодаря низкой энергии бета-распада. Понимание молекулярных механизмов
активации  и  подавления  физиологических  функций  организмов  в  таких
условиях чрезвычайно актуально в настоящее время.
1.4.3. Радиобиологические эффекты гамма-излучения
Биологические эффекты высокодозных гамма-облучений (1-200 гр) были
протестированы  ранее  с  использованием  бактериального  люминесцентного
анализа  на  основе  рекомбинантной  Escherichia  coli  [54].  Отклик  светящихся
морских бактерий на  низко-дозовое гамма-излучение радионуклида137),Cs (≤ 0,25
Гр), входящего в состав радиоактивных частиц,  был исследован в работе [55].
Анализ последовательности Гена 16s рибосомной РНК бактерии не обнаружил
мутагенных эффектов гамма-излучения в условиях эксперимента [53]. Однако
установлено,  что  низкодозовое  гамма-излучение  [56]  индуцирует  SOS-
хромотестовую  реакцию  Escherichiacoli и  увеличивает  частоту  мутаций  в
клетках Salmonellatyphimurium. 
Также было показано, что росттемпературы увеличил чувствительность
бактериального  биотеста  к  низкоинтенсивному  гамму-излучению  [55].  В
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статьеописаны эффекты при5°С, 10°C и 20°С. Чувствительность воздействия на
5 и 10°С была очень низка, в то время как при 20° продемонстрирована высокая
чувствительность  к  гамма-лучам.  Эффект  был  связан  авторами  с
интенсификацией  метаболических  клеточных  процессов  при  более  высокой
температуре. 
Ферментативные люминесцентные биотесты еще не использовались для
мониторинга  токсичности  низкодозного  гамма-излучения.  Ферментативный
биотест  на  основе  бактериальной  люциферазы  не  соответствует   условиям
хронического воздействия в экспериментах с низкодозовым излучением из-за
относительно  короткого  времени  регистрациибиолюминесцентного  сигнала
(неопубликованные  данные).  Флуоресцентные  целентерамид-содержащие
белки  могут  быть  использованы  в  качестве  белкового  флуоресцентного
биомаркера  для  сравнения  повреждающейспособности  гамма-лучей  при
различных температурах. 
Таким образом,  имеются предпосылки для выявления закономерностей
влияния  низкодозового  гамма-излучения  на  спектральные  характеристики
фотолюминесценции обелина при различных температурах.
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Глава 2. Экспериментальная часть
2.1. Рабочие растворы и реактивы
Для  приготовления  рабочих  растворов  использовали  следующие
реактивы и препараты:
Рекомбинантный  препарат  обелина,  полученные  в  лаборатории
фотобиологии  Института  биофизики  СО  РАН:  [Illarionov  BA,  Frank  LA,
Illarionova VA, Bondar VS, Vysotski ES, Blinks JR.  Recom), альфа-binant obelin: Cloning
and expression of cDNA, purification, and characterization as a calcium), альфа- indicator.
Methods Enzym), альфа-ol Academ), альфа-ic Press. 2000; 305:223–49.]
EDTA  (этилен-бис-оксиэтиленнитрилотетра-уксуснаякислота,
C14H24N2O10) (ч.д.а.) Sigm), альфа-a, Germ), альфа-any;
Трис (трис[гидроксиметил]аминометан) (ч.д.а.) Fluka, Switzerland;
CaCl2 (ч.д.а.) Sigm), альфа-a, Germ), альфа-any;
Радиоактивная частица с 137),Cs с активностью 12 МБк.
Тритиевая вода (HTO) с активностью 200 МБк/л.
Из перечисленных реактивов готовили трис-HCl буфер (рН = 7),): [трис] =
0,02 М и [ЭДТА] = 0,005 М. Концентрация обелина в кювете составила 10-5 М.
Разряженный  обелин  (представитель  группы  ЦЛМ-СФП)  получали
добавлением  хлорида  кальция  к  белковому  раствору.  Общая  концентрация
кальция составила 0,0047), М.
2.2. Схема эксперимента
В работе изучали  влияние β-излучения и  γ-излучения на  раствор  Ca2+-
разряженного обелина в двух типах экспериментов: 
(1)  Ca2+-разряженный  обелин  получали  путем  добавления  раствора
хлорида кальция к раствору обелина, концентрация в кювете составила 0,005
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М. Образцы ЦЛМ-СФБ подвергались воздействию источника гамма-излучения
с мощностью дозы 2 мГр / ч в течении 16 дней при 5°С и 7), дней при 20°С,
измерения проводили каждые 24 часа. 
Параметры регистрации спектров испускания: диапазон длин волн 360-
650 нм, фотовозбуждение 350 нм, скорость сканирования 600 нм/мин, размер
щели 5 нм.
(2)  Ca2+-разряженный  обелин  получали  путем  добавления  раствора
хлорида кальция к раствору обелина, концентрация в кювете составила 0,005
М. Тритиевую воду к обелину добавляли непосредственно перед проведением
биолюминесцентной  реакции.  Полученный  Ca2+-разряженный  обелин
инкубировали  с  HTO  с  активностью  200  МБк/л  в  течение  6  дней  при
температуре 15°C.
2.3. Используемая аппаратура
 Спектры  люминесценции  регистрировались  на  люминесцентном
спектрометре  Carry  Eclipse2000  ИБФ  СО  РАН.  Для  регистрации  спектров
применяли кварцевую кювету с прямоугольным сечением (2х10 мм).
Для  pегиcтpации  флуоpеcценции  пpи  cтационаpном  и  импульcном
возбуждении  иcпользовали  cпектpофлуоpиметp  Fluorolog  3–22
(HoribaJobinYvon,  CША),  оcнащенный  пpиcтавкой  для  измеpения  cпада
интенcивноcти  флуоpеcценции  методом  cчета  фотонов  c  вpеменной
коppеляцией.  Стационарные  cпектpы  pегиcтpиpовали  пpи  возбуждении
кcеноновой  лампой  (длина  волны  37),3  нм).  Pазpешенные  во  времени  cпады
флуоpеcценции  pегиcтpиpовали  пpи  возбуждении  импульcным  диодом
NanoLED  c  макcимумом  длины  волны  излучения  37),3  нм  и  длительноcтью
импульса 1,2 нc.  Cпады интенcивноcти флуоpеcценции cнимали в диапазоне
410–580 нм c шагом 5 нм, pазpешение cоcтавляло 7), пc/канал. Вpемена жизни
выделяли  c  помощью  метода  деконволюции,  для  воccтановления  фоpмы
возбуждающего  cигнала  иcпользовали  выcококоллоидное  cоединение  Ludox
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(коллоидная  окись  кремния).  Спектры  флуоресценции  регистрировали  на
спектрофлуориметре  Fluorolog  3  (HORIBA  Jobin  Yvon,  США).  В  качестве
источника возбуждения использована широкополосная ксеноновая лампа (450
Вт), которая излучает свет длиной волны от 240 нм до 850 нм для возбуждения
образца.  Размер  щели  –  2,5  нм.  Для  регистрации  фотолюминесценции
использовали кварцевую кювету  прямоугольным сечением 2х10 мм.
2.4. Математическая обработка
(1)  Математическую  обработку  полученных  спектров  проводили  с
помощью  пакета  Origin 9.1.  Метод  второй  производной  использовали  для
нахождения количества максимумов спектральных компонент и их положения.
Разложение  спектров  фотолюминесценции  на  индивидуальные  гауссовы
контуры  (компоненты)  проводили  в  координатах  интенсивность
фотолюминесценции – волновое число. 
Сравнивали площади расчетного суммарного спектра и экспериментально
полученного; отклонение площади расчетного спектра от экспериментального










                                                (1)
где  Sэкс -  площадь  экспериментального  спектра;  Sрасч -  площадь  расчетного
спектра,  т.е.  сумма  площадей,  выделенных  компонент.
Величинаdдлявсехспектровнепревышала 0,5 %.
Для  оценки  влияния  радионуклидов  на  фотолюминесценцию  обелина
использовали  величину  относительного  квантового  выхода  свечения  Qrel,






где  Qrad –  относительный  выход  квантов  фотолюминесценции
радиоактивного  раствора;  Qcontr –  относительный  выход  квантов
фотолюминесценции контрольного раствора.
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Относительные  выходы  квантов  оценивали  по  суммарной  площади
спектральных  компонент  в  спектрах  фотолюминесценции  Ca2+-разряженного
обелина.
Статистический  анализ  проводили  с  помощью  пакета  Microsoft  Office
Excel 2013. 
(2)  Спектpы  флуоpеcценции  были  cкоppектиpованы  c учетом  эффекта
внутpеннего  фильтpа  и  фона  pаcтвоpителя.  Набоpы  кpивыxcпада
флуоpеcценции  каждого  обpазца  пpи  pегиcтpации  в  диапазоне  410–  57),0  нм
были  пpоанализиpованы  методами  глобального  анализа  [57),].  Качеcтво
опиcания оценивалоcь по cтатиcтичеcким кpитеpиям – χ2. 
Cпад  интенcивноcти  флуоpеcценции во  вpемени опиcывали  как  cумму
экcпонент: 




гдеτi – вpемяжизни, αi–амплитудныйкоэффициентi-йкомпоненты.




Σα i τ i
(4)
Cпектpы,  аccоцииpованныеcвpеменамижизни,  I(λ,τi),
pаccчитывалипоcледующейфоpмуле: 
I(λ,τi) = Iss(λ)fi(λ), (5)
где  Iss(λ)  –  cтационаpныйcпектpфлуоpеcценции,  fi(λ)  –  вклад  i-й  компоненты
вpемени жизни на длине волны λ. 
Анализ  и  обpаботкуpезультатовпpоводили  c
пpименениемпpикладныxпpогpаммMicrosoftExcel и MicrocalOriginPro 8.1.
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По проделанной работе были сделаны следующие выводы:
1. Установлено,  что  γ-излучение  уменьшает  выход  квантов
фотолюминесценции  Ca2+-разряженного обелина на 20 % в течении 16
суток наблюдения при 5°С и на 80 % в течение 7), дней при 20°С .
2. Продемонстрировано,  что  воздействие  цезия  на  фотолюминесценцию
Ca2+-разряженного  обелина  (  возб.=  350  нм)  приводит  к  увеличению
вклада  фиолетовой  компоненты  –  протонированной  формы
целентерамида.
3. Влияние  γ-излучения  связано  с  деструктивным  влиянием  на  белок  и
уменьшением  эффективности  переноса  протона  в  электронно-
возбужденном  состоянии  флуорофора  разряженного  обелина
(целентерамида).
4. Выявлены  три  экспоненциальные  компоненты  в  спаде  флуоресценции
Ca2+ -разряженного обелина с временами жизни 6,13 нс, 2,37), нс, 0,23 нс,
которые характеризуются максимумами в интервалах 500-510 нм, 485-490
нм и  410-420 нм соответственно;
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